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   Urinary oxalate is one of the most important constituents of urolithiasis, but the determination 
of oxalate in urine has not been performed as a routine laboratory examination. 
   We tried to measure oxalate in urine by the enzymatic method with oxalate oxidase. The lin-
earity of the standard curve and reproducibility of this method were confirmed. (Linearity: r= 
0.996, S.D./mean: 0.5-3.6%, recovery rate: 99.5 ± 3.3 (mean±S.D.) %) The correlation be-
tween this method and gas-chromatographic method was 0.926. The enzymatic method with ox-
alate oxidase can be utilized for determining the urinary oxalate as a routine laboratory examina-
tion.













1.市 山法(酵 素 法)に つ い て
測定 原理 は,尿 中 蔭 酸 を蔭 酸 酸 化酵 素 で 酸 化 させ,
そ の際 に生 じる過 酸 化 水 素 とペ ルオ キ シ ダ ーゼ に よ り
3・methyl・2・benzothiazolinone(MBTH)とsodium
N-sulfopropylaniline(HALPS)を重 合 さ せ,582
nmに 吸 光度 の ピ ー クを もつchromophorcを生 成
させ,分 光 光 度計 で の582nmの 吸 光 度 の増 加 か ら蔭
酸 量 を測 定 す る とい うもので あ る.測 定 に使 用 す る試
薬(特 級)は つ ぎの とお りで あ る,
1)6N塩 酸
2)1N水 酸化 ナ ト リウム
3)コ ハ ク酸
4)EDTA-Na
5)穆 酸 ナ トリウム
6)MBTH(和 研 薬)
7)HALPS(同 仁 化 学 研究 所)
8)ア ス コル ビ ン酸酸 化 酵 素(皿)(東 洋 紡)
9)Horse-raddishperoxidase(GradeI)
(Boehringer)
10)穆酸 酸化 酵 素(barleyseeding)(Boehringer)
11)活性 炭(Shirasagi)(武田薬 品工 業)
12)ステ ア リン酸
測 定 方 法 は,市 山 ら1),野々村 ら2)の論 文 に詳 しい
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の で参 照 さ れ た い.な お,分 光 光 度計 は 島津UV・
260を用 いた.
2.gas・chromatography法につ いて
測 定 原理 は尿 中 蔭 酸を7%HCI・methano1でメチ
ル エ ス テル化 し,chrloroformで抽 出 した のち,gas・
chromatographyによ り定量 化 す る とい う も の で あ













実 験 結 果
1.酵 素法 に つ いて
1)標準 曲線
同 一濃 度6検 体 ず つ測 定 した結 果,各 濃 度 の 平均
値 とopticaldensityの関 係(standardcurve)
は直 線 とな った(r=O.996,p<0.01)(Fig.i).
2)試量測 定 値 の変 動
9検体 に つ いて 求 め た変 動 係数 は2.49±0.97(S.
D.)%であ った(Table).
3)回収試 験
9検体 に 蔭 酸 ナ トリウ ム1.25μmolを添 加 し,
回収 率 を調 べ た ところ,平 均 回収 率 は99.5±3.3(S.





同 一濃 度4検 体 ず つ 測定 した 結 果,各 濃 度 の平 均
値 とOx11Sの 関 係 は 直 線 と な っ た(「=0・999・
P<0.01).
2)試量 測 定 の 変動
6検 体 に つ い て 求 め た 変 動 係 数 は3・53±0・67
(S.D.)%であ った.
3)回収 試 験
5検 体 に 蔭 酸20mg11を 添 加 し回 収 率 を 調ぺ た

































































































3・酵 素法 とGas-chromatography法との比 較
50検体 につ い て両 測 定法 で 同 時 に測 定 した 結 果,危
険 率1%以 下 の有 意 な相 関 関 係が 得 られ た(Fig.2).
Gas-chromatography法の方 が 高 め に で る傾 向が み
られ た.
考 察
尿路 結石 症 に お いて 尿 中蔭 酸 量 を測 定 す る こ とは き
わ めて重 要 な こ と とされ てい る.蔭 酸 定量 の歴 史 は古
く,種 々の 測定 法 が 報告 され て お り,つ ぎ の6方 法に






6)蔭酸 電極 の使 用
1)直接 沈澱 法 と してはArcherらの 方 法4)が代表 的
であ る.こ れ は 蔭酸 を カル シ ウム塩 と して沈 澱 させ,
過 マ ンガ ン酸 で滴 定 す る もの で あ る.し か し,尿 中に
は蔭 酸 カ ル シ ウムの 沈 澱 を防 げ る作 用 を も つMgや
polyphosphateが存 在 し,ま た 修 酸 カル シ ウ ム と と
もに沈 澱 し,過 マ ンガ ン酸 と反 応 す る クエ ン酸や 尿 酸
も存 在 す る ため に 測 定値 は 不正 確 と な る.こ の た め
Hodgkinsonら5)は尿 を4倍 希 釈 し,荏 酸 を カル シ
ゥム塩 と沈 澱 させ た後,glycolicacidに還 元 し,こ
のglycolicacidとクロモ ト ロブ 酸 を反 応 させ 分 光 光
度 計 に て定 量 を 行 うHodgkinson&Williams法を
報 告 して い る.
2)溶剤 抽 出法 とは エ ーテ ルで 尿 中穆 酸 を抽 出 し,そ
の 後 に カル シ ウム塩 と して 沈 澱 させ,過 マ ン ガ ン酸
の滴 定 に て 定 量す る方 法 であ り,Yarbro&Simpson
法6》で代 表 され る.
3)isotopedilutionmcthodは,はじめ14C・ox・
alateを用 い て 回収 率 を 求 め るた め に使 用 された よ う
で あ るが,Hockadayら7)をは じめ として,14C-oxalate
の使 用 を1)直 接 沈澱 法2)溶 剤 抽 出法 お よび4)酵素 法
な どの方 法 に 応用 して 非 常 に優 れ た結 果 を 得 てい る.
4)酵 素 法 はfungusのCol"biavelutiPesより発
見 さ れ たoxalatedecarboxylaseを使 用 す る も の
で,こ の酵 素 に よ り蔭 酸 は炭 酸 ガ ス とギ 酸 に分 解 され
る.こ の酵 素 を用 い るこ とに よ りMeyerら8)お よび
Ribeiro&Elliot9)はWarburg検圧計 を 用 いて 産
生 され る炭 酸 ガ スを 測定 し蔭 酸量 を 求 めた.
一 方 ,市 山 らの方 法!)はoxalateoxidaseを用 い る
もので,尿 中蔭 酸 を酸 化 させ その 際 に 生 じる過酸 化 水
素 とペ ル オ キ シ ダー ゼに よ りchrmophoreを生 成 さ
せ,吸 光度 の増 加 よ り蔭 酸量 を 測 定す る とい うもの で
あ る.
5)gas・chromatographyによる尿 中 蔭 酸 の定 量 は
1966年Dalglieshら10)によ って行 わ れ た のが 最 初 で
あ ろ う.当 教 室 の 米 田ll)はMee&Stan!cyの 方
法12)に準 じ,5%HCI一 皿ethanolにて蔭 酸 を メチ ル
エ ス テ ル化 し内部 標 準物 質 と してcaproicacidを加
えgas-chromatographyにて 定 量を 試 み た.さ らに
柳 川 は 内 部標 準 物 質 にcaprylicacidを用 い,メ チ
ル エス テ ル化 した の ち,こ れ を クロ ロホ ル ムで 抽 出
後gas・chro皿atographに注 入 す る とい う方 法3)によ
り,平 均 回収 率99.14±1.31(S.D.)%,全操 作 約2時
間 で 尿 中蔭 酸 の 定量 を 可 能 とした.
6)蔭酸 電 極 を 使 用 す る 方 法 は 電 極 と し てsilver・
silveroxalateを用 い る もので あ るが,現 在 まで 本
法 に よ り尿 中蔭 酸 を 測定 した とい う報 告 は ない.以 上
が お もな 蔭 酸 の定 量 法 で あ る。
本 邦 で は,Snell&Snellの方 法 に 改 定 を加 え た 竹
内 らの 方法13),酵素 法 にisotopedilutionmethod
を応 用 したBennettらのradioenzyme法を 改良
した 小 川 の方 法14),高速 液 体 ク ロVト グラ フィ ーに よ
る方 法15-17)が報告 され て い る.
422 泌尿紀要34巻3号1988年
当教 室 で は 主 と してgas・chromatography法に
よ り蔭酸 量 の定 量 化 を行 って いた が,市 山 らの 開 発 し
た酵 素法 に よる蔭 酸量 の測 定 を行 う機 会 を得 た の で,
同一 被検 尿 に お け るgas-chromatography法と酵 素
法 の 比較 検討 を行 った.酵 素 法 に比 ぺ,gas-chroma・
tography法で の測 定値 の方 が 約L7倍 高 く 出 る よ う
で あ る.柳 川 はそ の論 文 の 中 で,尿 中 に存 在 す る種 々
の物 質の なか で あ る 物 質 がgas-chromatography法
の操 作 過 程 に おい て 蔭酸 に 分解 され る可 能 性 を 指摘 し
て お り?),両者 間 の 差が ど うして 生 じた のか は 今後 の
検 討課 題 と考 え られ る,
最 近,鈴 木 ら18)は穆酸 酸 化 酵素 を 利用 した 蔭 酸測 定
キ ッ ト(Sigma社)の 有 用 性 を 報 告 し,modified
HodgkinsonandWilliams法お よびionchroma・
tography法とよい 相 関を 示 し,そ れ ぞれ の 相 関係 数
は0.833,0.796であ った と述 ぺ てい る.ま た,鰺 酸 酸
化 酵 素を 用 い た 蔭酸 測 定 キ ッ トで の 測 定値 に 比 べ,
modifiedHodgkinsonandWililams法の 方 が高 値
を 示 した と も述 ぺ て い る.
市 山 法 は,わ れ われ が 行 って きたgas-chrornato-
graphyに比 べ1検 体 の 測定 が 約1時 間 で完 了す る こ
と,ま た1度 に 多数 の検 体 が 同時 測 定 で き る こ とな ど
の特 色 が あ り,今 後,同 方 法 で尿 中 蔭 酸 を測 定 してい
く予 定 で あ る,
ま と め
1)蔭酸酸 化 酵素 を 用 いた 尿 中蔭 酸 定量 法(市 山法)
を検 討 した.変 動 係 数 は2.49±0.97(S.D.)%,回収
率は99.5±3.3(S.D.)%であ り,操 作 が 簡 便 で あ る
ばか りで な く,非 常 に精 度 の 高 い方 法 で あ る こ とが 判
明 した.
2)同一 被 検 尿 に つ い て,酵 素 法 とgas-chromato.
graphy法を 同時 に測 定 した結 果,両 者 に 危 険率1%
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